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Biologia. — Effetto di un detersivo commerciale e di uno dei suoi 
componenti, L A S, sulla produzione di nauplii in Tisbe holothuriae 
{Copepo da, Harpacticoida) in condizioni di alto e basso affollamento. 
Nota di G ia n c a r l o  F a v a  e E u g e n io  C r o t t i , presentata <*> dal 
Corrisp. B . B a t t a g l ia .

SUMMARY. — Two concentrations of the domestic detergent, 2 and 4 mg/1, and one of 
LAS, 0.8 mg/1, which corresponds roughly to the amount contained in 4 mg of the commer
cial powder, were tested. Males and females were put into test solutions immediately after 
having reached sexual maturity, and left there until the first egg sac appeared in females, 
that is for two to six days. Ovigerous females were then isolated in water without detergent 
and the number of nauplii produced by the first egg sac was counted. The effect of these 
detergents depends on the crowding level. When 1 male and 1 female were put in one vessel 
with 20 ml of water, the presence of the pollutant induced a reduction of the mean number 
of nauplii, which did not occur in the controls. When 8 males and 8 females were put in the 
same volume of water, the pollutants induced an increase of the number of nauplii.

It is suggested that these apparently paradoxical results depend on two different actions 
of the detergents. First, they may affect the exchange of gases, so that the following reduced 
oxygenation may damage the developing eggs. On the other hand, these pollutants appear 
to remove the mechanism that enables the animals to perceive and to react to crowding. 
This agrees with a previous hypothesis that the above mechanism might depend on the pro
duction by Tisbe of some specific chemical, so far unidentified. Thus, the detergent may 
interact with such substances and/or damage the chemoreceptors of the animals.

In all cases LAS appears to be responsible for the phenomena observed.

I n t r o d u z io n e

U n precedente studio sugli effetti che subiscono alcuni param etri biolo
gici in tre specie del genere Tisbe esposte in diversi stadi del ciclo vitale a 
differenti dosi di un detersivo commerciale di largo consumo (F ava e D alla 
Venezia, 1976), ha  evidenziato la possibilità che piccole modifiche, indotte 
da dosi subletali, inneschino una  serie di processi che, almeno dopo un certo 
num ero di generazioni, potrebbero provocare dei danni a carico delle popo
lazioni. Ciò principalm ente attraverso  la depressione di alcuni dei param etri 
che concorrono nel determ inare il potenziale riproduttivo della specie. L ’in te
resse di queste indicazioni risiede principalm ente nel fatto che le concentra
zioni dim ostratesi capaci di interagire col norm ale sviluppo di questi organism i 
sono relativam ente modeste e com unque del medesimo ordine di grandezza 
di quelle riscontrate in alcuni am bienti naturali.

(*) Nella seduta del io marzo 1979.

15. — RENDICONTI 1979, vol. LXVI, fase. 3.
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In  particolare, in T. bulbisetosa, il num ero di uova prodotte appariva 
influenzato dalla presenza di detersivo, risultando paradossalm ente più elevato 
in condizioni di inquinam ento, anche se tale effetto non sem brava riflettersi 
sulla produzione di nauplii.

Recentem ente F ava e Grotti (in preparazione) hanno potuto verificare 
come il grado di affollamento, cui sono sottoposti individui di T . holothuriae 
nel breve periodo del ciclo vitale che va dalla m aturità  sessuale alla com parsa 
del prim o sacco ovigero, influisca sensibilmente sul num ero di nauplii prodotto; 
viene indicata in tal m odo l’esistenza di forti meccanismi a feed-back che, 
almeno in talune condizioni, possono operare per im pedire l’eccessivo accre
scersi della popolazione. Osservazioni in am biente lagunare hanno permesso 
di rilevare come le popolazioni naturali di Tisbe possano presentare delle 
fluttuazioni di densità spesso regolari (Fava, dati non pubblicati), suggerendo 
che i m eccanism i che regolano l’affollamento possono avere una certa im por
tanza anche nell’am biente naturale.

In  quest’ultim o i detersivi vengono immessi con un ritm o pressoché 
costante e sono presenti in concentrazioni non trascurabili. Nelle acque costiere 
di alcune zone dell’A driatico settentrionale è stata  rilevata la presenza di 
detersivi anionici in quasi tu tte  le stazioni esaminate, per lo più in quantità  
superiore a 0,2 m g /1 con punte m assime di 3,8 m g /1 nel centro storico di V e
nezia (M ajori et al., 1967; 1969 <2, b). Cossa (1973), in uno studio su cinque 
zone del litorale francese, riferisce valori m assim i di poco superiori a 0,1 mg/1 
per l’estuario della Senna.

I dati sperim entali e le osservazioni cui si è fatto cenno hanno suggerito 
l’opportunità di verificare se i detersivi comunemente usati interferiscano con 
i m eccanismi che, regolando la fertilità delle popolazioni, hanno un ruolo 
im portante nel controllarne le dimensioni.

Per questa prim a indagine ci si è lim itati a considerare un solo detersivo, 
il medesimo usato in precedenza, ed uno solo dei suoi principali com ponenti, 
il dodecilbenzene sulfonato di sodio, LAS, saggiandone gli effetti su di una 
sola specie, T. holothuriae, a concentrazioni non molto lontane da quelle riferite 
per l’am biente naturale.

M a t e r ia l i e m e t o d i

Gli animali utilizzati sono stati pescati nella laguna di Venezia, presso la località Mala- 
mocco, nel 1971, e mantenuti per tutto il tempo in camera termostatica a i8°Ci1iO,5, in acqua 
di mare con salinità tra il 34 ed il 36 %0. Gli esperimenti sono stati condotti alle medesime 
condizioni di temperatura e salinità. Si sono sempre usate capsule di vetro neutro contenenti 
20 mi di acqua ed un pezzetto di Ulva. Come alimento si sono forniti, ad intervalli regolari, 
dei frammenti di frumento bollito in quantità approssimativamente proporzionale al numero 
di individui introdotto in ogni capsula. In tutti i casi, l’alimento è stato somministrato in 
eccesso, così che non potesse costituire un fattore limitante.

Le diverse concentrazioni di inquinante sono state ottenute partendo da una soluzione 
madre con una concentrazione di 500 mg per litro, opportunamente diluita. Per il detersivo 
commerciale si sono saggiate le concentrazioni di 2 e 4 mg/1. Per il LAS, dodecilbenzene
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sulfonato di sodio fornito dalla ICN-K&K, LOT-14070-A, purezza 80%, si è provata solo 
la concentrazione di 0,8 mg/1; questa corrisponde approssimativamente alla quantità di 
LAS presente in 4 mg di detersivo commerciale.

Si sono saggiate due condizioni di affollamento: minimo, con una coppia di individui 
per capsula, e massimo, con otto coppie di individui per capsula.

Per ogni esperimento si sono prelevate 50-70 femmine ovigere dalle popolazioni stardard, 
ed isolate singolarmente in capsule con 20 mi di acqua di mare. Dopo la schiusa delle uova 
di un sacco, le femmine sono state allontanate dalle capsule. Quando queste discendenze 
raggiunge vano il quarto o quinto stadio di copepodite, dopo circa una settimana dalla nascita 
e cioè al raggiungimento della maturità sessuale, maschi e femmine presi dalle varie discendenze 
venivano distribuiti casualmente nelle capsule di controllo ed in quelle con l’inquinante, in 
numero di un maschio e di una femmina per l’affollamento minimo, e di otto maschi e di 
otto femmine per l’affollamento massimo. Inoltre, nella distribuzione degli individui si è 
avuto cura di evitare che in una capsula dove veniva introdotta una data femmina fosse 
immesso qualcuno dei suoi fratelli maschi, così da escludere qualsiasi possibilità di inincrocio.

Dal momento della formazione delle coppie, le capsule venivano controllate quotidia
namente per sei giorni. Tutte le femmine ovigere rinvenute sono state isolate singolarmente 
in capsule preparate con acqua non inquinata affinché potessero deporre i nauplii del primo 
sacco: questi ultimi sono stati sempre contati poche ore dopo la nascita. Al sesto giorno, le 
femmine non ancora ovigere sono state scartate. Per motivi pratici, si è dovuto limitare il 
conteggio ai soli nauplii schiusi dal primo sacco ovigero.

Le tré serie di esperimenti sono state effettuate a circa un mese di intervallo una dal
l’altra. In tutte, si sono preparate 5 capsule per l’affollamento massimo e 40 capsule per 
l’affollamento minimo, sia per i controlli che per le varie concentrazioni di inquinante; ogni 
singola prova è stata quindi effettuata su 40 coppie.

R isu l t a t i

I  serie d i esperimenti. I risu ltati relativi a queste prim e prove sono rias
sunti in Tabella I. Per poter applicare l’analisi della varianza «gerarchica» 
(in modo da verificare l’eventuale presenza di una variabilità tra  capsule, 
rilevabile per il massimo affollamento) e l’analisi della varianza fattoriale 
2X 2, evitandjo le notevoli complicazioni dovute alle diversità del num ero di 
repliche, si è eseguita la seguente procedura. Affollamento massimo: poiché il 
num ero m inim o di ovigere rinvenuto  per capsula è stato di sei, si è provveduto, 
m ediante l’uso di una tavola di num eri casuali, ad elim inare i dati relativi 
alle femmine eccedenti (una o due) in quelle capsule che avevano fornito 7 
o 8 femmine ovigere. In  ta l modo si sono considerati 6 conteggi per tu tte  le 
capsule, per un totale di 30. Affollamento minimo : poiché si sono ottenute 
sem pre più di 30 femm ine ovigere, si sono dovuti elim inare i conteggi ecce
denti, sem pre con l’uso di num eri casuali. Si sono così considerate comples
sivam ente 30 coppie per entram bi i livelli di affollamento.

Q uesta procedura, che non influenza le medie e le varianze, rendendo 
uguali le dim ensioni dei campioni perm ette di semplificare notevolm ente 1 
calcoli, con un perd ita  trascurabile di informazione.

La successiva analisi statistica non ha portato a valori significativi per 
le differenze tra  capsule; è risultato  invece significativo l’effetto del detersivo 
ad entram bi gli affollamenti, considerati separatam ente (Tabella II). L ’analisi
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fattoriale (Tabella III)  ha conferm ato la significatività della differenza 
dovuta al grado di affollamento. Inoltre è risu ltata  altam ente significativa 
Tinterazione. Il senso di questo risultato  appare evidente: l’effetto del detersivo 
è, cioè, opposto nei due livelli di affollamento, provocando una dim inuzione 
del num ero di nauplii con una coppia per capsula, ed un aum ento con otto 
coppie per capsula (Tabella I). È  per tale ragione che il tra ttam ento  globale 
fornisce un valore non significativo per razione del detersivo: l’effetto viene, 
in altri term ini, m ascherato dall’inversione della risposta, pur essendo signi
ficativo, come si è visto più sopra, all’interno di ciascun affollamento preso 
separatam ente.

T a b e l l a  I.

Numero medio d i nauplii per sacco ai due diversi affollamenti, con 0 senza 
detersivo, nelle tre serie d i esperimenti.

N =  30 per tutte le medie.

Controlli
LAS detersivo commerciale

0,8 mg/l 2 mg/l 4 mg/l

X s X s X s X s

I  sene

i coppia . . . . 66,2 8,22 — — 60,5 8,89 — —

8 coppie . . . 4 5  > 9 9.05 — — 56,8 9.91 — —

I I  serie

i coppia . . .  . 71 , 4 9.07 — — 60,9 ix ,71 60,5 10,68

8 coppie . . . 40,9 7,97 — — 4 8 , 3 6,42 5 3 , 6 8,09

I I I  serie

i coppia . . . . 69*7 7,58 66,4 6,09 — — 68,1 7 , 5 o

8 coppie . . . 47» i 7,58 5 5 * 7
.

8 , 5 7 — — 58,6 7,69

I I  serie. Si è ripetuto  l’esperimento precedente, con la sola aggiunta 
della concentrazione di 4 mg/l. I dati sono stati tra tta ti come in precedenza: 
si hanno cioè tren ta  m isure per ogni affollamento e per ogni concentrazione; 
per ciascuna delle cinque capsule usate per il massimo affollamento, sono 
stati considerati i nauplii prodotti da sei femmine. I risultati, rielaborati, 
sono riassunti nella T abella I. L ’analisi statistica ha dato i medesimi risultati 
ottenuti nella prova precedente. Non si è avu ta una significativa differenza
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tra  capsule, e il detersivo influenza significativam ente il num ero di nauplii 
prodotti per fem m ina (Tabella II). Il num ero di nauplii prodotti è significati
vam ente superiore all’affollamento minimo, e l’interazione è ancora signi
ficativa (Tabella III) . Cioè, anche in queste prove, la presenza di detersivo 
causa una dim inuzione del num ero di nauplii ad affollamento minimo, m entre 
ne determ ina u n 'a u m e n to  ad affollamento massimo. U n ’ulteriore analisi dei 
dati, applicando il test di S tudent -  Newm ann -  Keuls, sem bra indicare che 
con l’affollamento m inimo, il detersivo agirebbe ugualm ente sia alla concen
trazione di 2 che di 4 mg/1, m entre con otto coppie per capsula, il suo effetto 
aum enterebbe con l’aum entare della concentrazione (P <  0,05).

T a b e l l a  I I .

Analisi della varianza per i due livelli d i affollamento, 
nelle tre serie di esperimenti.

* P <  0,05; ** P <  0,01; *** P <  0,001.

I serie II serie III serie

Variazione gì QM gì QM gì QM

i coppia

Detersivo . . . i 4 8 7 , 3  * 2 1139,0** 2 83,4 ns

Capsule . . . . — — — — — —

Errore . . . . 5 8 7 3 , 2 87 111, i 87 50,2

8 coppie

Detersivo . . . i 1782,1 ** 2 1228,1 *** 2 1063,5 **

Capsule . . . . 8 142,9 ns 12 22,9 ns 12 89,7 ns

Errore . . . . 50 81,6 7 5 62,2 7 5 5 9 , 2

I l i  serie. Gli esperim enti sono stati eseguiti come in precedenza. T u ttav ia  
in queste ultim e prove si è saggiato l’effetto della sola concentrazione di 
4 m g /1 per il detersivo commerciale e di 0,8 m g /1 per il LAS, cioè una concen
trazione approssim ativam ente corrispondente alla quan tità  di LAS presente 
in  4 m g di prodotto  commerciale (Tabella I).

Per l’affollamento m inim o, la dim inuzione del num ero medio di nauplii 
per gli anim ali esposti ai due tip i di inquinante non è risu ltata  significativa, 
contrariam ente a quanto verificatosi nelle prim e due serie (Tabella II). Con 
otto coppie per capsula, invece, si è o ttenuta una piena conferm a dei risultati 
precedenti. Notiam o in particolare come l’effetto sia stato equivalente per il



detersivo commerciale e per il LAS; infatti, applicando il test di S tu d en t- 
N ew m ann-K euls, si è visto come il num ero medio di nauplii sia, in entram bi 
i casi, significativam ente superiore (P <  0,05) rispetto ai controlli, m a non 
diverso per i due tip i di sostanza usata. A ncora una volta Tanalisi complessiva 
dei dati /T a b e lla  I II)  ha messo in rilievo la diversità della risposta o ttenuta 
per i due livelli di affollamento.
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T a b e l l a  I I I .

Analisi della varianza fattoriale, per le tre serie di esperimenti. 

Asterischi come in Tabella II.

I serie II serie III serie

Variazione gl QM gl QM gì QM

Affollamento . . i 4344,0 *** i 12483,3 *** i 9144,9 ***

Detersivo . . . . i 202,8 ns 2 90,4 ns 2 365,6 **

Interazione . i 2066,7 *** 2 2276,7 *** 2 781,4 ***

Errore . . . . . 116 81,7 174 83.9 174 56,8

In  questi ultim i esperim enti si sono anche effettuate delle m isure siste
m atiche di pH , prim a di in trodurre gli anim ali nelle capsule e poi ogni due 
giorni, per accertare se i risu ltati ottenuti non potessero essere legati a m odi
ficazioni del pH  invece che ad una azione d iretta dei detersivi. Questa possi
b ilità  va però esclusa poiché sia nei controlli sia con il detersivo commerciale, 
sia con il LAS, il pH  si è sem pre m antenuto tra  7,7 e 7,8, per entram bi i gradi 
di affollamento.

In  tu tte  le serie di esperim enti, sia per il detersivo commerciale a 2 e a 
4 m g /1 che per il LAS a 0,8 m g/1, la sopravvivenza delle femmine usate è 
stata  pari al 100% . Ciò contrasta con quanto verificato in precedenza (Fava 
e D alla Venezia, 1976), quando ad una concentrazione di 4 m g /1 di prodotto 
commerciale la m ortalità cum ulativa, dopo sei giorni, risultò del 30 % circa. 
T u ttav ia  bisogna tener presente che anche se abbiam o usato il medesimo 
prodotto, non siamo in grado di sapere con sicurezza se e in che m isura la sua 
composizione possa variare a distanza di qualche anno. Inoltre la resistenza 
assoluta a questo tipo  di inquinante dipende molto probabilm ente dalla 
qualità dell’acqua usata, che non possiamo controllare dal m om ento che per 
i nostri allevam enti utilizziam o acqua naturale prelevata m ensilmente. V a 
anche tenuto  presente che negli esperimenti descritti, la m aggior parte delle 
fem m ine è sta ta  tolta dall’acqua inqu inata  entro il quarto  giorno.
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D isc u ssio n e  e  c o n c lu sio n i

L ’esame complessivo dei dati riferiti dim ostra, in prim o luogo, come vi 
sia una fortissim a interazione tra  affollamento ed inquinante, indicando 
chiaram ente che l’effetto globale del detersivo sulla produzione di nauplii 
al massimo affollamento è l’opposto di quanto si verifica con una sola coppia 
per capsula. Ciò perm ette di escludere l’eventualità che i risu ltati ottenuti 
dipendano dalle proprietà battericide o batteriostatiche del LAS, dal momento 
che queste dovrebbero produrre lo stesso tipo di azione indipendentem ente 
dall’affollamento di Tisbe; suggerisce invece che dipendano da u n ’azione 
d iretta sugli anim ali. Il fenomeno osservato sem brerebbe com unque parados
sale, dal m om ento che ci si attenderebbe eventualm ente un danno maggiore 
quando gli anim ali subiscono contem poraneam ente due azioni stressanti, una 
da parte del m aggiore affollamento e l’altra  da parte del composto chimico 
artificilam ente introdotto  nell’ambiente. Sembrerebbe, in altri term ini, che in 
talune situazioni di stress la presenza del detersivo di questo tipo fosse di 
beneficio.

T u ttav ia  il paradosso può essere solo apparente e viene risolto am m et
tendo che il differente com portam ento degli anim ali ai due livelli di affolla
m ento sia dovuto all’azione di due m eccanismi di natu ra  diversa, p u r essendo 
entram bi dipendenti dal detersivo. A ppare pertanto preferibile discutere ora 
separatam ente i risu ltati o ttenuti con uno o con otto coppie per capsula.

Nel prim o caso si è sempre ottenuta una dim inuzione del num ero medio 
di nauplii prodotto dal prim o sacco ovigero, per le coppie m antenute in am 
biente inquinato. Il fatto  che questa dim inuzione sia risu ltata  significativa 
solo nei prim i due esperim enti (e con differenti livelli di probabilità) induce 
a pensare che, o questo effetto dannoso non è molto rilevante oppure, e più 
verosimilmehte, che l’en tità del danno è condizionata da qualche caratteristica 
am bientale, per ora non identificabile. Per quanto riguarda il modo in 
cui l’inquinante agisce a questo livello, si possono form ulare alm eno due 
ipotesi, non necessariam ente alternative. Da un lato, come è stato rilevato 
per altri organism i (Swedm ark et al.y 1971) è possibile che i meccanism i che 
controllano gli scambi gassosi vengano più o meno danneggiati, con un dete- 
rioram ente generale delle condizioni dell’organismo e, o, con un insufficiente 
apporto di ossigeno alle uova in sviluppo e conseguente dim inuzione della 
fertilità. D all’altro, il detersivo potrebbe danneggiare i gam eti provocando 
una dim inuzione della percentuale delle uova fecondate, come avviene in 
M ytilus edulis (Granmo, 1972). In  questo animale, tu ttav ia , l’effetto a parità  
di concentrazione sem bra essere m olto più drastico, probabilm ente perchè, 
diversam ente da  Tisbe, gli sperm i vengono emessi direttam ente nell’acqua e 
quindi sono più facilmente attaccabili da eventuali inquinanti presenti.

Nel caso degli anim ali tenuti ad affollamento elevato, alla dim inuzione 
dovuta alle possibili cause discusse sopra, si sovrapporrebbe un aum ento del
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num ero di nauplii determ inato da  u n ’apparente « rim ozione » che il detersivo 
effettuarebbe a carico dell’affollamento. Cioè l’inquinante « rim uoverebbe » 
quei m eccanismi che derm inano negli anim ali la risposta all’affollamento che, 
nel nostro caso, è rappresenta ta  da una notevole riduzione della fertilità come 
appare evidente dal confronto tra  il num ero di nauplii prodotto nei controlli, 
ad una o ad otto coppie per capsula.

In  un  precedente studio sugli effetti dell’affollamento (Fava e Grotti, 
in preparazione) è sta ta  suggerita l’ipotesi che il meccanismo che perm ette 
agli anim ali di percepire e di reagire al livello di affollamento, si basi su sostanze 
specifiche complesse prodotte dagli stessi. Il modo di operare dell’inquinante, 
saggiato ad elevato affollamento, concorda bene con questa ipotesi. Infatti 
è possibile che il detersivo interagisca con sostanze organiche prodotte dagli 
anim ali, e più ancora è possibile che questo im pedisca agli anim ali di percepirne 
la presenza, danneggiando i loro organi di senso e, particolarm ente, i chemo- 
recettori. Che i detersivi anionici danneggino gravem ente, ed anche in con
centrazioni non elevate, gli organi di senso è stato chiaram ente dim ostrato 
da B ardach et ah  (1965). D isturbi alla risposta alla presenza del cibo (danno ai 
chemorecettori) sono stati trovati per due specie di crostacei da Swedm ark 
et al. (1971). P ur essendoci pochi layori su tale argomento, non sem bra azzar
dato ritenere che il danneggiam ento indotto da queste sostanza! sugli organi 
di senso sia un  fatto p iuttosto  generale.

Ovviam ente, la dim inuzione dell’effetto dell’affollamento causata dal 
detersivo in T. holothuriae è ben lontana dal poter essere considerata un fatto 
positivo. Infatti la riduzione della fertilità con l’aum ento dell’affollamento 
è un efficiente m eccanismo a feed-back che perm ette alla popolazione di 
controllare le proprie dimensioni. L ’inattivazione di tale meccanismo può 
portare ad esplosioni di popolazione, a successive drastiche m orie e, più in 
generale, a notevoli scompensi nelle com unità in cui sono inseriti questi orga
nismi; ciò principalm ente per le forti interazioni che sem brano esistere tra  
le varie specie appartenenti al genere Tisbeì anche nell’am biente naturale 
(F ava e Volkm ann, 1975).

Sem bra im portante sottolineare come gli effetti descritti avvengano per 
concentrazioni relativam ente modeste e com unque non tali da  causare elevati 
tassi di m ortalità negli individui saggiati. Inoltre, come già detto, queste 
non sono lontane dalle concentrazioni riscontrabili in natura. Per il m omento 
non è però possibile sapere con sufficiente certezza, entro quali lim iti i presenti 
risu ltati sperim entali siano estrapo lag li all’ am biente naturale; tu ttav ia  
sem brano sufficienti per consigliare una certa cautela nell’immissione di queste 
sostanze nelle acque, dal m om ento che potrebbero causare un notevole disturbo 
nella complessa rete di segnali chimici che contribuisce a regolare l’esistenza 
delle com unità.

Infine, dobbiam o confrontare l’effetto del detersivo commerciale con 
quello del dodecilbenzene sulfonato. Si è visto, nella terza serie di esperimenti, 
che non vi sono differenze significative né ad una né ad otto coppie per cap
sula. Sem bra quindi che tu tti gli effetti discussi siano da attribuire unicam ente
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al LAS. T uttav ia , tale conclusione potrà essere ritenuta definitiva solo dopo 
una successiva sperim entazione con miscele ricostruite in laboratorio, sulla 
base della composizione m edia dei prodotti commerciali, e con i singoli com
ponenti.
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